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要!建立噬菌体生物扩增法"
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#检测牛分枝杆菌!将建立的方法用于
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株牛分枝杆菌临床分离株及
#'

种

常见非结核分枝杆菌"

./0

#及
&

种非分枝杆菌!同时对
#'"

头疑患牛结核病奶牛的奶样进行检测!其结果与皮内

变态试验&涂片法&罗氏培养进行比较'结果表明!噬菌体工作浓度为
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感染
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为最佳检测

条件%杀毒剂浓度为
!''5589
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!室温作用
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即可完全杀灭受试噬菌体%加热灭活的细菌和指示细菌不被噬

菌体感染%牛分枝杆菌&耻垢分枝杆菌和
##

株牛分枝杆菌临床分离株检测结果均为阳性!
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种
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和
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种非分

枝杆菌为阴性!
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"偶然&胞内&金色&草分枝杆菌#在高浓度时"
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#检测结果为阳性%该法可检

测出
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牛分枝杆菌%批内&批间变异系数均小于
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!重复性良好%
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头检测奶牛中!
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法&涂

片法&皮内变态试验和罗氏培养结果分别有
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法与其他
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种方法比较!阳性准确性&特异性都在
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以上!敏感性在
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'该法检测牛分枝杆菌具

有快速&简便&灵敏&特异性高等特点'
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结核病 "
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#是由分枝杆菌

"

4

3

"+A$"#&'(6B

#引起的一种人兽共患的慢性传染

病!对人和动物的健康造成极大的危害'牛结核病

"

-8a:;N/IPN̂KI98M:M

#主要由牛分枝杆菌引起!该

病可通过吸入含菌气溶胶或食用受污染的乳制品而

感染人)
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!人结核病中有
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由牛分枝杆菌

引起!有的地区儿童感染牛分枝杆菌高达
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)
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'

这些病例与食用未消毒的粗制奶产品有关!因此检

测牛乳中的牛分枝杆菌对控制结核病十分重要'

!!

牛结核病的防治主要采用
**d

进行变态反应

检疫!对检测阳性牛进行隔离或扑杀!以达到消灭该

病的目的'但该病并未得到有效控制!近年来反而

呈上升趋势)

&

*

'目前普遍采用卡介苗"

-<T

#免疫!

但注射
-<T

后变态反应均呈阳性!导致人工免疫和

自然感染难以区分!影响牛的检疫工作)

%
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'因此建

立快速&简易检测牛结核病的方法势在必行'
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噬菌体生物扩增法"
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年建立

的一种
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快速检测新技术!该法在结核分枝杆

菌的检测中已有报道)

?

!

!'

*

!但尚未用于牛乳中牛分

枝杆菌的检测'笔者应用分枝杆菌噬菌体
d#2

对

试验条件中各因素进行研究!建立牛乳中牛分枝杆

菌快速检测技术!并对该法进行了初步应用'
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材料与方法
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!

材料
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牛分枝杆菌标准株"

C/<<!2#!'

#&指示细菌

为耻垢分枝杆菌"

C/<<%')

#&分枝杆菌噬菌体

d#2

&

##

株牛分枝杆菌临床分离株均由上海市结核

重点实验室提供)
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#'"

份疑患牛结核病临床乳样

由上海市兽医站协助提供%
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种常见非结核分枝杆

菌"

./0

#!包括戈登&瘰疬&淡黄&蟾蜍&爱知&马尔

摩&堪萨斯&土地&次要&溃疡&不产色&嗜血&母牛&

龟&鸟&偶然&胞内&金色&草和胃分枝杆菌均来自卫

生部结核病控制中心%

&

种乳中常见非分枝杆菌"金

黄色葡萄球菌&无乳链球菌&大肠杆菌&双歧杆菌&乳

房链 球 菌#由 上 海 市 临 检 中 心 提 供%

0:__9ND

P̂88b)R2

液体培养基购自美国
-d

公司!营养添加

剂"
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#和改良罗氏培养基由本室自制'琼脂粉

为日本进口分装试剂%硫酸亚铁胺"
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#为
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公司产品'
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方法
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噬菌体生物扩增法各检测条件的建立
!

参

照文献)
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噬菌体与
!56

待检菌液作

用一定时间!加入
'>!56

杀毒剂!混匀!室温作用

一段时间!加入
&56

液体培养基和
!56

指示细

胞!混匀后与等量熔化琼脂混合浇注平板!冷却&成

型后置
")7

培养
!?

!

#(+

!计算噬菌斑数目'每次

检测设杀毒剂&阴性及阳性对照'

!>#>!>!

!

牛分枝杆菌作用浓度的选择$将牛分枝杆

菌标准株在液体培养基中培养
#

!

"

周后!麦氏比浊

到
&>'1!'
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!作
!e#'''
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!e&'''

&
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倍稀释后待检'
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!

噬菌体与牛分枝杆菌感染效率的关系$取

菌悬液加入噬菌体!
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感染
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后!隔夜计算噬菌斑数目'
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后!隔夜计算噬菌斑数目'
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钙离子在噬菌体侵染时浓度的选择$将反

应管中分别加
'
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&
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#589
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!然后加噬菌体进行检测!隔夜计算噬菌斑数目'
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杀毒剂浓度和作用时间及温度选择$室温

和
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将不同浓度的杀毒剂"
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#与
!1!'

2

*34

(

56

的噬菌体作用不同时

间"
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#!隔夜计算噬菌斑数目'
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灵敏度试验
!

将牛分枝杆菌浓度调至
!
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(

56

"相当于
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#!作
!'
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!

!'

f?倍比稀释!吸取各稀释度菌液
!56

分别与噬

菌体作用
#+

!然后浇板检测!计算噬菌斑数目'同

样的菌液浓度!吸
'>!56

接种
)R2

米氏琼脂平板

")7

培养!每个浓度接种
#

支培养基'每周观察
!

次!培养
(

周后计算菌落形成单位"

<34

(

56

#'
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!

特异性试验
!

死菌和活菌的检测$将牛分枝

杆菌和指示细菌
!''7

灭活
!'5:;

!然后加入噬菌

体检测!并以未经加热的细菌为对照%参考菌株检

测$牛分枝杆菌和指示细菌!

#'

种常见
./0

参考

菌株和
&

种乳中常见非分枝杆菌'

!>#>(

!

重复性试验
!

每天用
*+,-

法将牛分枝杆

菌检测
&

次!连续
&_

!计算批内&批间变异系数'

!>#>&

!

牛分枝杆菌临床分离株和临床奶样的检测

!

用建立的
*+,-

法对牛分枝杆菌标准株&

##

株牛

分枝杆菌临床分离株和
#'"

头奶牛的奶样进行检

测'

!>#>%

!

皮试检查方法
!

参考文献)
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*进行!参照

+牛结核病提纯结核菌素变态反应操作规程,标准判

定'

!>#>)

!

细菌抗酸染色和培养
!

参照+结核病细菌学

检验规程,进行分枝杆菌的涂片和培养'涂片采用

牛乳和口腔分泌样进行!一种涂片阳性即报阳性结

果%分离培养采用改良罗氏培养基进行'

!

!

结
!

果

!B&
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牛分枝杆菌最佳浓度的选择
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将
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)
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牛分枝杆菌作
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稀释后!噬菌斑数目与其它两个稀释度相比

明显减少"

D

$

'>'!

#%

!e&'''

稀释时!噬菌斑的数

目与
!e!''''

比较!差异显著"

D

$

'>'!

#!与
!e

#'''

比较差异不显著"

D

#

'>'&

#%

!e#'''

稀释

时!噬菌斑明显增多且有部分融合!计数困难%为保

证该方法具有较高的灵敏度!选择菌液浓度
!e

&'''

稀释!噬菌斑在
(''

!

&''

个便于计数'详见

图
!

'

图
&

!

不同浓度菌悬液与噬菌体作用不同时间形成的

噬菌斑数目

C/

>

B&

!

D023E1-26*;<

9

.,

F

E2*+0,+4/<<2623+:;3:23G

+6,+/;3;<!B%$-*.A,*/3<2:+24A/+01

7

:;-,:G

+26/;

9

0,

>

2/3H,6/;E*+/12

!B!

!

噬菌体与牛分枝杆菌感染效率的关系

!!

感染
'>&+

!噬菌体与牛分枝杆菌作用产生的

噬菌斑数目小于
!''

!与其它时间相比!差异极显著

"

D

$

'>'!

#%感染
!

!

!>&+

!噬菌斑虽较
'>&+

有显

著增加!但未达到高峰%感染
#

!

"+

!噬菌斑维持在

最多水平!且
#+

与
#>&

&

"+

产生的噬菌斑相比!没

有统计学差异"

D

#

'>'&

#%

"+

后!噬菌斑数目明显

减少!与
#

&

#>&

&

"+

相比有极显著差异"

D

$

'>'!

#'

从快速检测角度考虑!选择噬菌体与牛分枝杆菌作

用
#+

为噬菌体的最佳侵染时间'

图
!

!

噬菌体感染牛分枝杆菌效率随时间的变化规律

C/

>

B!

!

D023E1-26*;<

9

.,

F

E2*;<!B%$-*./3<2:+24

A/+01

7

:;-,:+26/;

9

0,

>

2/3H,6/;E*+/12

!B$

!

噬菌体作用浓度和感染时间的选择

!!

噬菌体浓度在
!'

)

!

!'

!'

*34

(

56

时感染牛分

枝杆菌!所产生的噬菌斑数目在不同作用时间都多

于噬菌体浓度
!'

%

!

!'

&

*34

(

56

时形成的噬菌斑

数目!与之相比差异显著"

D

$

'>'&

#%噬菌体浓度为

!'

2

*34

(

56

时感染牛分枝杆菌产生的噬菌斑数目

达到最大!再增加噬菌体浓度!噬菌斑数目无明显增

%##!
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加!感染
!>&

!

#>&+

时!噬菌斑数目较
'>&

!

!>'+

时明显增多"

D

$

'>'&

#!

"+

时噬菌斑较
!>&

!

#>&+

减少!因此噬菌体最佳作用时间为
#>'+

!浓度为

!'

2

*34

(

56

'详见图
"

'

图
$

!

不同浓度的噬菌体与牛分枝杆菌作用不同时间

的噬菌斑数变化

C/

>

B$

!

D023E1-26*;<

9

.,

F

E2*+0,+!B%$-*.A,*/3G

<2:+24A/+04/<<2623+:;3:23+6,+/;3;<1

7

:;-,:G

+26/;

9

0,

>

2/3H,6/;E*+/12

!B'

!

噬菌体侵染时钙离子浓度的选择

!!

加钙组的噬菌斑数目明显多于无钙组"

D

$

'>'!

#%在含有
!589

(

6<,<9

#

组中!噬菌斑数目最

多!减少或增加
<,<9

#

的浓度!均使噬菌斑数目减

少'因此!噬菌体侵染时每毫升作用液中含
!5589

的
<,<9

#

效果最好'

图
'

!

钙离子对噬菌体作用的影响

C/

>

B'

!

D022<<2:+;<:,.:/E1:0.;6/42;3/3<2:+/;3;<

1

7

:;-,:+26/;

9

0,

>

2

!BI

!

C8J

浓度%作用时间及温度选择

!!

如表
!

所示!杀毒剂浓度在
#&

&

&'5589

(

6

时!

无论放置室温或
")7

作用
!'5:;

!都不能有效地杀

灭游离的噬菌体%杀毒剂浓度在
!''5589

(

6

时!室

温或
")7

作用
&5:;

时仍有部分噬菌体不能杀灭!

作用
!'5:;

可以完全杀灭游离的噬菌体'室温和

")7

作用没有显著性差异"

D

#

'$'&

#'浓度在
#''

5589

(

6

及以上时!能有效杀灭游离的噬菌体!但抑

制指示细菌的生长!影响噬菌斑观察'

表
&

!

不同浓度
C8J

在室温和
$#K

作用不同时间形成的噬菌斑数目#

%

/0.

$

D,-.2&

!

D023E1-26*;<

9

.,

F

E2*/34E:24-

7

1

7

:;-,:+26/;

9

0,

>

2A/+04/<<2623+:;3:23+6,+/;3

;<H/6E:/4,.,

>

23+,+6;;1+21

9

26,+E62,34$#K

#

%

/0.

$

杀毒剂浓度("

5589

(

6

#

g:̂IK:_,9,

G

N;O

K8;KN;Ô,O:8;

")7

/+:̂O

J

MNaN;KN;O:D_N

G

N̂N

室温"

#"7

#

B885ON5

L

N̂,OÎN

&5:; !'5:; &5:; !'5:;

#& &"$)h?$& "?$"h2$! #&$"h?$! !"$"h"$&

&' !$"h'$% !$)h!$# #$"h!$# !$'h!$'

!'' #$'h!$) '$'h'$' #$'h!$' '$'h'$'

#'' '$)h'$% '$'h'$' '$'h'$' '$'h'$'

('' '$'h'$' '$'h'$' '$'h'$' '$'h'$'

!BL

!

灵敏度试验

!!

结果判定以大于
!'

个噬菌斑为阳性结果'结

果表明!牛分枝杆菌的活菌数为
%'

!

!#'<34

(

56

即可被检出'

!B#

!

特异性试验

!!

加热灭活的细菌检测结果均为阴性!而活菌检

测均为阳性%参考菌株牛分枝杆菌和指示细菌的噬

菌体检测结果均为阳性%

!%

种常见
./0

参考株和

&

种非分枝杆菌检测结果均为阴性!偶然&胞内&金

色&草 分 枝 等
(

种
./0

在 高 浓 度 时 "

#

!'

&

<34

(

56

#检测结果为阳性'

!B%

!

重复性试验

!!

批内变异系数为
%>(=

&批间变异系数为

!!>2=

'批内&批间变异系数均小于
!&=

!重复性

良好'

!B(

!

临床应用检测结果

#>2>!

!

牛分枝杆菌标准株和
##

株临床分离株检测

结果
!

在优化条件下!即噬菌体工作浓度为
!1!'

2

)##!



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
"?

卷
!

*34

(

56

&

")7

感 染
# +

!杀 毒 剂 浓 度 在
!''

5589

(

6

!室温作用
!'5:;

!对参考牛分枝杆菌标准

株"

C/<<!2#!'

#和
##

株临床分离株检测!结果均

为阳性'

#>2>#

!

#'"

头奶牛奶样几种方法检测结果比较
!

#'"

头奶牛奶样检测结果中!

*+,-

法与涂片&皮内

变态试验和罗氏培养比较"表
#

#!分别有
!(

头

"

%>2=

#&

!)

头"

?>(=

#&

#!

头"

!'>"=

#和
!#

头

"

%>'=

#为阳性'以皮内变态试验为判断标准!两种

方法均为阳性
!(

头&阴性
!?#

头!有
)

头两法检测

结果不符!噬菌体法检测敏感性为
!''>'=

"

!(

(

!(

#!特异性为
2%>"=

"

!?#

(

!?2

#!阳性 预 测 值

"

**g

#为
%%>)=

"

!(

(

#!

#!阴性预测值"

.*g

#为

!''>'=

"

!?#

(

!?#

#!准确性为
2%>%=

"

!2%

(

#'"

#%以

涂片检查为判断标准!两种方法均为阳性
!#

头&阴

性
!?(

头!有
)

头两法检测结果不符!噬菌体法检测

敏感性为
?&>)=

"

!#

(

!(

#!特异性为
2)>(=

"

!?(

(

!?2

#!

**g

为
)'>%=

"

!#

(

!)

#!

.*g

为
2?>2=

"

!?(

(

!?%

#!准确性为
2%>%=

"

!2%

(

#'"

#%以罗氏培

养为判断标准!两种方法均为阳性
!'

头&阴性
!?)

头!有
%

头两法检测结果不符!噬菌体法检测敏感性

为
)!>(=

"

!'

(

!(

#!特异性为
2?>2=

"

!?)

(

!?2

#!

**g

为
?">"=

"

!'

(

!#

#!

.*g

为
2)>2=

"

!?)

(

!2!

#!准确性为
2)>'=

"

!2)

(

#'"

#'

表
!

!

50,?

法与皮内变态试验%涂片和细菌培养检测结果比较

D,-.2!

!

D02:;1

9

,6/*;362*E.+*;<50,?,**,

7

+;*M/3+2*+

&

*12,612+0;4,34NOA23*+2/3GP23*23:E.+E62

*+,-

法

*+,

G

N,5

L

9:]:N_

P:898

G

:K,99

J

,MM,

J

皮内变态试验

@b:;ONMO

涂片检查

@5N,̂ 5NO+8_

罗氏培养

6c̀ N;MON:;DZN;MN;KI9OÎN

阳性

*8M:O:aN

阴性

.N

G

,O:aN

合计

/8O,9

阳性

*8M:O:aN

阴性

.N

G

,O:aN

合计

/8O,9

阳性

*8M:O:aN

阴性

.N

G

,O:aN

合计

/8O,9

阳性
*8M:O:aN !( ' !( !# # !( !' ( !(

阴性
.N

G

,O:aN ) !?# !?2 & !?( !?2 # !?) !?2

合计
/8O,9 #! !?# #'" !) !?% #'" !# !2! #'"

$

!

分析与讨论

!!

细菌培养是诊断结核病的黄金标准!但分离培

养耗时长&分离率低%

**d

最大缺点是出现假阳

性)

!#

*

%涂片法只能说明是分枝杆菌!不能区分结核

分枝杆菌复合群和非典型分枝杆菌%免疫学方法简

单!但敏感性低!特异性差%分子生物学技术相对复

杂!对实验室条件和操作人员的要求较高!不能鉴定

死菌和活菌!对经治疗后康复牛的检测!其结果出现

假阳性%而本方法只检测活菌!排除了死菌的干扰'

!!

分枝杆菌噬菌体是一种专性寄生的分枝杆菌

d.C

病毒!至今已发现
#&'

余种)

!"

*

!具有严格的宿

主特异性!只能感染活菌'噬菌体的增殖速度较快!

0K.N̂;N

J

等)

?

*发现
d#2

分枝杆菌噬菌体在耻垢分

枝杆菌中
('

!

2'5:;

增殖一代!在慢生长分枝杆菌

中则需
"

!

%+

!因此在
*+,-

中需加入快生长分枝

杆菌来加速噬菌斑的形成以便于识别'笔者参照

Y:9M8;

的方法建立了噬菌体法检测牛分枝杆菌!并

对其检测条件进行研究'结果表明!噬菌体与牛分

枝杆菌感染
#

!

"+

时!可以获得最佳检测结果%

"+

后噬菌斑数目减少!是因为产生的子代噬菌体释放

到菌体外!被随后加入的
3C@

灭活所致%噬菌体工

作浓度及感染时间和温度对检测方法的灵敏度影响

极大!浓度过低灵敏度下降%浓度过高!多余的噬菌

体被杀毒剂杀死!灵敏度不变%感染时间太短&温度

偏低同样影响检测的灵敏度)

?

*

'噬菌体浓度在
!1

!'

2

*34

(

56

作用
#+

!噬菌斑数目达到最高!增加

浓度和延长感染时间!噬菌斑数目增加无显著性差

异"

D

#

'>'&

#!灵敏度不变'选择
#+

为噬菌体感染

时间!该时间与注入胞内的噬菌体
d.C

最多的时

间点相同!保证了较高的灵敏度'因此!选择噬菌体

工作浓度为
!1!'

2

*34

(

56

&感染温度为
")7

&作

用
#+

为最佳检测条件'杀毒剂浓度和作用温度及

时间对噬菌体的杀灭影响极大)

?

*

'本研究表明!杀

毒剂浓度在
!''5589

(

6

!无论放置室温或
")7

!作

用
!' 5:;

即可完全杀灭噬菌体!因此选择
!''

?##!
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5589

(

6

的杀毒剂室温作用
!'5:;

为检测条件'

指示细菌浓度的高低直接影响噬菌斑的清晰度!选

择
(5

G

(

56

的对数生长期指示细菌为工作浓度!获

得理想的检测结果'灵敏度试验表明!牛分枝杆菌

的活菌数为
%'

!

!#'<34

(

56

即可被本法检出!显

著高于涂片检测"

!'

"

!

!'

(

<34

(

56

#!灵敏度可与

*<B

技术相媲美)

!!

*

'特异性试验表明该法特异性

高!灭活细菌及
!%

种常见分枝杆菌和
&

种非分枝杆

菌检测结果均为阴性!偶然&胞内&金色&草分枝杆菌

在高浓度时"

#

!'

&

<34

(

56

#为阳性!在低浓度时

"

$

!'

&

<34

(

56

#为阴性!这与文献)

!(

*报道的结

果相符'

!!

本研究所建立的
*+,-

法与其他三种方法比

较!阳性准确性&特异性都在
2%=

以上!敏感性在

)!=

!

!''=

!说明该法与常规检测方法符合率高!

特异性强!可用于临床'涂片和皮内变态试验阳性

结果均高于
*+,-

法!可能由于假阳性结果造成'

#

份罗氏培养和
*+,-

法检测结果不符合!经培养并

进行菌型鉴定为草分枝杆菌和鸟分枝杆菌!说明

*+,-

法能区分草分枝杆菌和鸟分枝杆菌!或菌量少

时不能检测"

$

!'

&

<34

(

56

#'该法报告结果只需

!?

!

#(+

!明显短于罗氏培养和皮内变态试验报告

时间'本法是将牛分枝杆菌菌体裂解!对控制实验

室传播和控制牛分枝杆菌的传播有重要意义'当

然!该研究目前还处于实验室研究阶段!需通过大量

临床样本来考察该方法的各项指标'本法检测的是

活菌!可为活动性结核病的诊断提供依据!对早期发

现传染源&积极治疗和采取有效措施控制结核病的

传播具有重要意义'此外本研究为噬菌体法快速诊

断牛分枝杆菌试剂盒的研制提供了理论数据'
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<8;Ô898]4

3

"+A$"#&'(6BA+8(9:;]NKO:8;,;_

O+N̂:MbO8+I5,;

L

8

L

I9,O:8;M

)

Z

*

$0:K̂8PNMV;]NKO

!

#''#

!

(

"

(

#$

()!

!

(?'$

)

"

*

!

@+:;;:Kb/0$d:,

G

;8MO:KONMO;NN_M]8̂Na,9I,O:;

G

,;D

O:OIPN̂KI98M:Ma,KK:;NM

)

Z

*

$<9:;:K,9V;]NKO:8IMd:MN,D

MNM

!

#'''

!

"'@

$

#)%

!

#)?$

)

(

*

!

-NMMN̂ BE

!

*,b:F-

!

@K+I9ONZ0

!

&#$0$B:Mb],KO8̂M

]8̂

L

8M:O:aN0,;O8IUOIPN̂KI9:;Mb:;ONMOM:;K+:9_̂N;

:;M,;d:N

G

8

!

<,9:]8 5:,

$

Na:_N;KN]8̂ P88MO:;

G

,;_

L

8MM:P9N ]88_P8̂;N Ô,;M5:MM:8;
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